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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion selectiva de de-
rivados parcialmente acilados de monosacaridos y
de polioles.
Area de la tecnica
La invencion pertenece a los sectores alimenta-
rio, farmaceutico, cosmetico y qumico. Los pro-
ductos obtenidos son excelentes agentes tensioac-
tivos no-ionicos biodegradables y biocompatibles
que se emplean como aditivos por sus propiedades
de emulsicacion, caracter oleoso, y propiedades
como espesantes y humectantes.
Estado actual de la tecnica
El empleo de enzimas en medios organicos
constituye una buena alternativa a la sntesis
organica clasica. Los principales inconvenientes
de las tecnicas qumicas convencionales son su
elevado consumo de energa (altas temperaturas
y presiones), la baja selectividad de los procesos
y/o el empleo de catalizadores inorganicos que
producen impurezas coloreadas de toxicidad va-
riable. En contraste con esto, los catalizadores
enzimaticos pueden conseguir una sntesis selec-
tiva de un producto dado, bajo presiones y tem-
peraturas menos extremas y son menos toxicos
para el ambiente.
Las lipasas son las enzimas hidrolticas mas
ecaces en procesos catalticos en que intervienen
acidos grasos de cadena larga. Forman enlaces
covalentes con alcoholes en un medio con un bajo
grado de hidratacion. Debido a su versatilidad y
amplia asequibilidad constituyen biocatalizadores
industriales muy valiosos. Ademas de esto, las li-
pasas son biodegradables. Cuando estan presen-
tes varios grupos hidroxilo en la misma molecula,
las lipasas, debido a su extraordinaria selectivi-
dad, pueden reemplazar largos caminos de sntesis
(con fases de proteccion/desproteccion) por una
etapa enzimatica. Esto aumenta los rendimien-
tos y reduce el coste del proceso mismo y del
asociado al tratamiento de productos residuales
(\Biocatalyst for Industry" (1991) Plenum Press,
N.Y. Ed. J. Dordick) comparado con los pro-
cesos qumicos alternativos. Ademas, la quimio-
y enantio-selectividad de lipasas puede dar lugar
a procedimientos sinteticos altamente competiti-
vos.
Mas del 80 % del mercado mundial de agen-
tes tensioactivos son moleculas formadas por con-
densacion entre polialcoholes o monosacaridos y
acidos grasos de cadena larga (gliceridos, spa-
nes (derivados de sorbitano estericado), twee-
nes, etc). Los derivados de sorbitano esteri-
cado con acidos grasos de cadena larga son agen-
tes tensioactivos glicolipdicos biocompatibles que
se utilizan comunmente en diversidad de indus-
trias. El nombre comercial para derivados de sor-
bitano estericado es el de Spanes. Estos son
muy hidrolos y son precursores de los Twee-
nes. Actualmente, los Tweenes y los Spanes se
preparan industrialmente por procedimientos no-
enzimaticos a 180-150C. Los agentes tensioacti-
vos gluco y glicolipdicos son aditivos utilizados
en productos cosmeticos y farmaceuticos por sus
diferentes propiedades (capacidades humectantes
y lubricantes, etc.). El empleo de muchos de es-
tos emulsionantes, que son ellos mismos biocom-
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patibles, para ciertas aplicaciones (por ejemplo,
en el sector alimentario) resulta frecuentemente
problematico. Los problemas estan relacionados
con el metodo qumico convencional utilizado en
su preparacion. La presencia de ciertos agentes
sinteticos en el procedimiento qumico utilizado
para manufactura o puricacion del aditivo cons-
tituye una de las principales desventajas de los
metodos de preparacion utilizados. La obtencion
selectiva de emulsionantes con enzimas puede re-
solver este problema. La legislacion europea y
americana considera las sustancias producidas o
modicadas por enzimas como productos natura-
les.
La produccion enzimatica de agentes tensioac-
tivos glucolipdicos derivados de monosacaridos y
polialcoholes ha sido estudiada y aparece en la bi-
bliografa aunque solamente se han obtenido ba-
jos rendimientos [Khaled, N., Montet, D. Pina,
M. y Graille, J. Biotech. Lett., 13, 167-172 (1991)
y Schlotterbeck, A. Lang, S., Wray, V. y Wag-
ner, F. Biotechnol. Lett. 15, 61-64 (1993)] y/o
se requieren etapas preliminares no-enzimaticas
(Fregapane, G., Sarney, D.B. y Vulfson, E.N.
Enz. Microb. Technol. 13, 796-800 (1991) y
Bjorklong, F., Godfredsen, S.E. y Kirk, O. J.
Am. Soc. Chem. Commun. ,934-935 (1989)].
Se ha descrito un metodo enzimatico basado en
una mezcla acuosa de reactivos a 20-60C [DE-B-
3430944 (SEINO)] y la posterior version mejorada
del procedimiento utilizando evaporacion de agua
a alta presion [JP-A-62195292]. En ambos casos
los rendimientos obtenidos son relativamente ba-
jos debido al desplazamiento del equilibrio termo-
dinamico del proceso acuoso hacia la hidrolisis.
Los azucares recomendados en estas patentes son
glucosa, sacarosa, ranosa, dextrina, manano, ce-
lulosa, sorbita y xilita. Los rendimientos han
sido incrementados utilizando medios organicos
practicamente anhidros y aumentando la solubi-
lidad del azucar de partida en el medio por pre-
via modicacion qumica. Este ha sido tambien
el objetivo de una serie de patentes internaciona-
les. Otro metodo de estericacion, el de la patente
JP-A-63-112993, publicada el 18 de mayo de 1988,
incluye una etapa preliminar que consiste en ace-
tilacion del azucar, mientras que segun la patente
EP-A-0334498, el glucosido se alquila antes de lle-
varlo a acilacion enzimatica. Los procedimien-
tos descritos previamente en la bibliografa antes
mencionados incluyen, todos ellos, una etapa no-
enzimatica para reducir la polaridad del sustrato
seguido de procesos enzimaticos con altos rendi-
mientos. Sin embargo, las moleculas tensioactivas
obtenidas son mas complejas que las obtenidas
con los metodos anteriores.
Las patentes EP-A-0506159 y EP-A-0274798
describen procedimientos de estericacion de aci-
dos carboxlicos con alcoholes en presencia de li-
pasas. En el caso de EP-A-0506159, se pone en
contacto una mezcla del alcohol y el acido con
una enzima de estericacion y el agua formada
durante la reaccion se elimina por pervaporacion.
El disolvente se selecciona asegurandose de que
los reactivos son solubles entre s y no se impide
la actividad del catalizador enzima. En el caso
de EP-A-0274798, el acido y el alcohol se ponen
en contacto con lipasa y el alcohol se a~nade a un
2
3 ES 2 196 365 T3 4
ritmo tal que la concentracion del mismo se man-
tiene por debajo de un valor especco.
Breve descripcion de la Invencion
Esta invencion, como se reivindica, consiste en
un procedimiento para preparacion selectiva de
derivados parcialmente acilados de monosacarido
y de polialcohol lineal que estan estericados so-
lamente con respecto a sus hidroxilos primarios,
comprendiendo el procedimiento las etapas de
preparacion de una mezcla de reaccion de un
polialcohol lineal o un monosacarido, con la ex-
cepcion de galactosa, un acido graso o una mezcla
de acidos grasos, y un disolvente, y poniendo en
contacto la mezcla de reaccion con una lipasa, y
eliminando continuamente el agua formada du-
rante el procedimiento segun la reivindicacion 1.
Descripcion detallada de la invencion
La invencion se reere a la produccion en-
zimatica de alta selectividad de monosacaridos y
polialcoholes mono- y/o di-sustituidos con acidos
grasos. El procedimiento se basa en una simple
mezcla de polialcohol o monosacarido con el aci-
do graso, la adicion de disolvente y el empleo de
lipasas que permite la obtencion altamente selec-
tiva de estos productos sin catalizadores o agen-
tes toxicos. El agua producida durante el proceso
debe ser eliminada de forma continua a lo largo
del proceso.
Los agentes tensioactivos sintetizados presen-
tan una bio-degradabilidad mayor que los alquil
fenoles etoxilados utilizados comunmente en los
polvos de lavar, etc.
Ademas, estas reacciones enzimaticas permi-
ten la recuperacion y revalorizacion de los produc-
tos residuales. Las lipasas pueden actuar con aci-
dos grasos puros y tambien con mezclas de estos
derivados de los aceites y grasas naturales (aceite
de oliva, coco, palma, etc.). La Union Europea
produce grandes excedentes de aceites y grasas.
La reduccion de productos residuales y la recu-
peracion de subproductos (aceites y grasas) y su
revalorizacion industrial as como su reciclado es
uno de los objetivos prioritarios en Europa y en
todas partes.
Los procedimientos qumicos utilizados ac-
tualmente para la preparacion industrial de es-
tos productos supone un alto consumo de energa
y las correspondientes instalaciones para lograr
las condiciones de alta presion y temperatura.
Debido a la baja selectividad de estos procedi-
mientos qumicos [US-A-2759 922], a diferencia
de los procedimientos enzimaticos, estos proce-
sos qumicos no pueden proporcionar productos
con estructura especca y constante. Los pro-
cedimientos enzimaticos previamente patentados
[DE.B-3439944 (SEINO) y JP-A-62195292] que
utilizan medio acuoso producen muy bajos ren-
dimientos, lo que limita su utilizacion industrial.
El presente procedimiento enzimatico puede al-
canzar rendimientos casi cuantitativos por esteri-
cacion directa del polialcohol y/o monosacarido
en acetona. La presente invencion puede emplear
directamente polialcohol o azucar sin la previa
modicacion qumica descrita en JP-A-63-112993
y EP-A-0334498 con la que se obtienen diferentes
productos nales que los aqu obtenidos. En estos
dos procedimientos, la etapa previa no-enzimatica
y tambien el posible uso de disolventes con un
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elevado punto de ebullicion hace a esos proce-
dimientos patentados mas caros que el presente
procedimiento. El presente metodo utiliza prefe-
rentemente disolventes mas baratos de facil elimi-
nacion y baja toxicidad.
La invencion es aplicable a polialcoholes linea-
les tales como sorbita. Tambien pueden transfor-
marse selectivamente monosacaridos tales como
glucosa, frutosa, manosa, etc. La reaccion con
galactosa es menos selectiva y da lugar a una ma-
yor mezcla de mono y di-esteres.
Con el procedimiento patentado se pueden
utilizar diferentes acidos grasos de longitud de ca-
dena variable preferiblemente de C8 a C22 . La
cadena de acido puede ser saturada o no saturada,
lineal o ramicada (es decir, acido octanoico, aci-
do hexadecanoico, acido oleico, etc.). As mismo
se puede utilizar una mezcla de acidos grasos (es
decir acidos industriales de coco, soja, maz, se-
millas de algodon, etc.). La utilizacion directa de
esteres etlicos de acidos grasos es mucho menos
ecaz en estos procesos.
No se requieren temperaturas altas, utilizan-
dose temperaturas mas suaves (0-60C).
El procedimiento es catalizado por enzimas li-
polticas de levadura o de origen animal, vegetal,
bacteriano o fungico. Puede estar en su forma na-
tural, inmovilizada en un soporte inerte y/o mo-
dicada qumicamente, o se puede obtener por in-
geniera genetica. De esta forma, se han obtenido
altos rendimientos con lipasas inmovilizadas de
Candida antartica (Novozim 435) y Mucor mie-
hie (Lipazyme IM) preparadas por Novo Indus-
tria A/S, habiendo demostrado el Novozim 435
ser muy ecaz.
El procedimiento se lleva a cabo de manera
que se alcanza estericacion selectiva de hidro-
xilos primarios del polialcohol o monosacarido sin
alteracion de los hidroxilos secundarios de los mis-
mos.
El agua de la mezcla de reaccion se mantiene
entre 0,001 y 5 % peso/peso.
El disolvente es acetona.
El contenido en acido graso es aproximada-
mente 100 mM y tiene un exceso molar de 1,5
veces el del azucar.
El procedimiento se puede llevar a cabo en un
recipiente agitado de forma continua. La canti-
dad de enzima requerida depende de la actividad
especca de la preparacion de enzima utilizada.
La invencion se describira especcamente a
continuacion con los siguientes ejemplos:
Ejemplo 1
Sntesis de 6-monolaurato de glucosa
Ejemplo A
Se a~nadieron 2 ml de acetona al reactor que
contena 100 mg de Novozim 435, 60 mg de glu-
cosa y 200 mg de acido laurico. La reaccion
se llevo a cabo bajo suave agitacion continua a
40C y el agua se separo continuamente desde el
medio de reaccion. Se obtuvieron 121 mg de 6-
monolaurato de glucosa al cabo de 3 das de reac-
cion correspondientes a un rendimiento de 99 %.
Ejemplo B
Se a~nadieron 8 g de Novozim 435, 5 g de glu-
cosa y 16,7 g de acido laurico a 160 ml de ace-
tona. Al cabo de 5 das de agitacion suave a 40C
con eliminacion continua de agua de la mezcla de
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reaccion, se obtuvieron 9,6 g de 6-monolaurato de
glucosa (98 % de rendimiento).
Ejemplo C
Se a~nadieron 80 g de Novozim 435, 50 g de
glucosa y 167 g de acido laurico a 1,6l de acetona.
Al cabo de 6 das de agitacion suave a 40C y
continua separacion de agua desde el medio de
reaccion, se obtuvieron 90 g de 6-monolaurato de
glucosa (90 % de rendimiento).
Ejemplo 2
Reaccion entre sorbita y los acidos grasos deriva-
dos de hidrolisis de aceite de oliva
Se a~nadieron 60 mg de sorbita, 480 mg de una
mezcla de acidos grasos y 100 mg de Novozim 435
a 2 ml de acetona. La reaccion se llevo a cabo bajo
una agitacion suave continua y se separo conti-
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nuamente agua desde el medio que se mantuvo a
40C durante 6 horas y despues a 10C. Se obtu-
vieron 234 mg de 1,6-diester de sorbita y 8 mg de
mono-ester correspondientes a rendimientos del
94 % y 2 % respectivamente.
Ejemplo 3
Reaccion entre manosa y acido laurico
En la reaccion se utilizaron 60 mg de manosa y
200 mg de acido laurico en 2 ml de acetona en pre-
sencia de 100 mg de Novozim 435, manteniendose
la mezcla de reaccion a 60C y bajo agitacion con-
tinua y suave y separandose el agua de manera
continua desde la mezcla de reaccion. Se obtuvie-
ron al cabo de 15 horas 107 mg de monoester y
18 mg de diester. Los rendimientos eran de 90 %
y 10 %, respectivamente.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacion se-
lectiva de derivados parcialmente acilados de mo-
nosacaridos y polialcoholes lineales que se esteri-
can solamente en sus hidroxilos primarios, pro-
cedimiento que comprende las etapas de prepa-
racion de una mezcla de reaccion de un polialco-
hol lineal o un monosacarido con la excepcion de
galactosa, un acido graso o una mezcla de acidos
grasos, y un disolvente, y poniendo en contacto
la mezcla de reaccion con una lipasa, y separando
continuamente el agua formada durante el pro-
ceso donde:
el procedimiento se lleva a cabo a una tempe-
ratura de reaccion de 0C a 60C;
el agua de la mezcla de reaccion se mantiene
entre 0,001 y 5 % peso/peso;
el acido graso, o mezcla de acidos grasos, se
a~nade en una concentracion por encima de 100
mM y en un exceso molar de al menos 1,5 veces,
con respecto al polialcohol o al monosacarido,
el proceso se lleva a cabo de manera que se
alcanza una estericacion selectiva de hidroxilos
primarios del polialcohol o del monosacarido sin
alteracion de los hidroxilos secundarios de los mis-
mos;
el disolvente es acetona.
2. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde la lipasa se selecciona del grupo de lipa-
sas inmovilizadas de Candida antartica y Mucor
miehie.
3. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde la mezcla de acidos grasos comprende
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acidos grasos de C8-C22 que tienen una cadena
lineal o ramicada, saturada o no saturada.
4. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el acido graso es acido laurico.
5. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el acido graso se selecciona del grupo que
consiste en acido octanoico, acido hexadecanoico
y acido oleico.
6. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el acido graso se selecciona del grupo
que consiste en acidos industriales de coco, soja
y semillas de algodon.
7. Un procedimiento segun la reivindicacion
3, donde la mezcla comprende al menos un acido
octanoico, acido hexadecanoico y acido oleico.
8. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde la mezcla comprende al menos un acido
industrial del grupo que consiste en coco, soja y
semillas de algodon.
9. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde la temperatura de reaccion es de 0-40C.
10. Un procedimiento segun la reivindicacion
9, donde la temperatura de reaccion es de 40C.
11. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el monosacarido se selecciona del grupo
que consiste en glucosa, manosa y fructosa.
12. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el polialcohol lineal es sorbita.
13. Un procedimiento segun la reivindicacion
1, donde el polialcohol es sorbita, se utiliza una
mezcla de acidos grasos obtenida por hidrolisis de
aceite de oliva, y la mezcla de reaccion se man-
tiene a una temperatura de 40C durante 6 horas
y despues se mantiene a 10C.
NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposicion Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacion
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a Espa~na y solicitadas antes del
7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espa~na
en la medida en que coneran proteccion a produc-
tos qumicos y farmaceuticos como tales.
Esta informacion no prejuzga que la patente este o
no includa en la mencionada reserva.
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